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I
摘 要
阿尔茨海默病 (Alzheimer’s disease, AD) 是一种神经退行性疾病，临床表现
为渐进性的记忆力丧失以及认知障碍。大量研究阐述了 AD的病理特征和微观机
制，但目前为止尚未找到有效的治疗途径，因此继续深入研究 AD致病过程，对
于疾病的预防和治疗具有重要意义。研究证实，区别于正常神经元终末分化和停
止分裂的生理状态，AD病人大脑中的神经元细胞周期会发生紊乱，部分神经元
能够重新进入细胞周期。这些神经元的细胞周期被重新激活后，进入细胞凋亡途
径 CRND (Cell Cycle Related Neuronal Death)，而非继续分裂。因此，为了更好地
阐述 AD 的发病过程，研究清楚神经元的细胞周期紊乱机制十分重要。
Cyclin Dependent Kinase 5(CDK5)，作为细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶家族
中一个特异性成员，能够抑制处于分裂后期的神经元改变原有状态，重新进入细
胞周期。在前期实验中，我们鉴定出 CEND1 (cell cycle exit and neuronal
differentiation 1) 是 CDK5的一个磷酸化底物，在其丝氨酸的第 87号位点可以被
CDK5特异性磷酸化。CEND1是一种神经系统特异性高表达的蛋白，有大量研
究证实它是一种双功能蛋白，包括抑制神经前体细胞的分裂和促进细胞分化，在
神经系统发育过程中帮助神经前体细胞转变成神经元。首先，通过免疫组化染色
的方法，我们证实了 APP/PS1小鼠模型中，CEND1的蛋白表达水平升高，这与
早期 AD病人大脑组织中的实验结果相符。依据软件对 CEND1序列的预测结果，
我们构建了一系列 CEND1的缺失片段质粒，进而我们发现蛋白质的跨膜序列能
够影响自身的亚细胞定位，这种定位差异与蛋白自身的功能也存在联系。研究证
实，CEND1跨膜区段对细胞周期的抑制是通过细胞周期蛋白 D (cyclin D) 发挥
作用，通过荧光素酶检测的结果我们还做出推测，CEND1对 cyclin D的调节是
由转录因子 FOXO1参与介导。此外通过对磷酸化突变体的研究，我们发现 S87
位的磷酸化水平对于 CEND1的分裂抑制功能没有显著影响。综上所述，我们发
现 CEND1的功能与自身结构关系紧密，尤其是跨膜区段对于抑制细胞周期的影
响结论明确。CEND1的不同片段在调控细胞分化和迁移等方面的功能将在以后
的工作中继续探讨。
关键词：阿尔茨海默病；CEND1；缺失片段；细胞周期；细胞增殖；磷酸化
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Abstract
As one major neuro-degenerative disease, Alzheimer’s disease (AD) is
characterized by congregative disorder and progressive memory loss. Till now, there
is few effective clinical therapeutical approach for curing AD, to understand
the pathological changes at early stage of AD is of significance for disease prevention
and cure improvement. Neuronal cell cycle reactivation in post-mitotic neuron is one
of earliest cellular dysfunction found in AD mice models. After cell cycle reactivation,
neurons start the procedure of Cell Cycle Related Neuronal Death (CRND) rather than
proliferation. In order to prevent neuronal death induced by cell cycle reactivation in
AD, it is of great importance to understand the mechanism of cell cycle reentry
and apoptosis inducement of neurons.
Cyclin Dependent Kinase 5(CDK5), a non-typical member of CDKs family, was
proved to have the capability to suppress the neuronal cell cycle reentry induced by
disease stress. CEND1 (cell cycle exit and neuronal differentiation 1) is closely
related with neuronal cell cycle regulation, and we have found that its serine-87 site
can be phosphorylated by CDK5. CEND1 is highly specific expressed in nervous
system, whose duel-function including cell division inhibition and differential
coordination during the development of nervous system has been widely discovered.
CEND1 helps NPC (neural precursor cell) transform into a mature neuron. In addition,
we found the expression level of CEND1 is higher in APP/PS1 mouse model than
age-matched control mice, which is consistent with previous data collected from
human brain of AD. To better investigate the cellular function of CEND1, we
constructed a series of CEND1 deletion truncations according to the domain
prediction of CEND1 sequences. Furthermore, we prove the
trans-membrane sequence of CEND1 could affect its subcellular localization.
Moreover, without membrane localization, CEND1 will lose its cell cycle inhibition
ability which is probably through regulating cyclin D1 expression. We next found that
CEND1 may affect the activity of transcriptional factor FOXO1 which is up-stream of
cyclin D1. In conclusion, we deduce the function of CEND1 is closely related to
its structure especially the trans-membrane domain. Other influences exerted by
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fragments of CEND1 in cell proliferation as well as differentiation will be further
explored in the near future.
Key words: Alzheimer disease; CEND1; truncation; cell cycle; cell proliferation;
phosphorylation
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第一章 序言
第二章
1. 阿尔茨海默病
1.1 阿尔茨海默病简介
阿尔茨海默病 (Alzheimer’s disease，AD )是一种不可以逆的神经退行性疾
病[1]。这种病首次于 1906年被德国神经病理学家 Alois Alzheimer 发现和报道。
后经研究证实此病与年龄相关，呈现出起病隐匿进行性发展的趋势，患者会出现
记忆缺失、记忆力衰退、意识错乱以及思考判断能力下降，日常生活能力进行性
减退，还会出现各类神经并发症。通过电子显微镜能观察到大脑四周布满坏死脑
细胞与异常沉积物，小血管充满脂肪沉积物，海马和皮层神经元特异性凋亡，大
脑严重萎缩，脑组织记忆相关区域尤其是大脑皮层部分细胞缺失，而这些部位掌
管着人的记忆、思考、判断和语言。
2011年，美国阿尔茨海默病协会和老年问题研究机构提出了专门针对阿尔
茨海默病诊断的新标准，将病发患者的病情划分为三个阶段，分别为临床前期、
轻微认知障碍期和痴呆期，其中第三个阶段包含了之前在疾病诊断中广泛熟知的
阿尔茨海默病早、中、晚期。研究发现，阿尔茨海默病的发病率在女性群体中更
高，且女性的病程比男性更长[2 -3]。依据发病的频率分布可将 AD分为两类：散
发型的 AD (sporadic AD, SAD )以及有家族遗传史的家族型 AD (familial AD,
FAD)，经诊断约 1％的患者为 FAD，SAD则更为常见。发病原因通常包括淀粉
样前体蛋白 APP (Amyloid precursor protein )发生基因突变和早老素 1
(Presenilin1，PSEN1 )和早老素 2(Presenilin2，PSEN2)发生异常[4]。
1.2 发病情况与发展趋势
目前中国老龄化问题凸显，国家用于疾病治疗和护理的费用激增，老年人的
健康问题日益收到重视。作为一种重要的神经性疾病，阿尔茨海默病患者占到痴
呆症患者总数的 60%～80%，影响范围集中在 65 岁以上年龄群体。中国阿尔茨
海默氏症协会最近的调查数据显示，中国 AD患者总数已逼近 1000万，85岁以
上的老人中 AD患病率约为三分之一[5]。对调研结果进行统计，发现 65岁以上
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群体的患病率高于 6.6%，发病率随年龄的增加而增大，每递增 5岁发病率就会
增长一倍。令人遗憾的是，目前市场上并无针对阿尔茨海默病有效的治疗药物，
常用药品的功效局限于症状的暂时缓解，对病情发展无明显抑制作用。
1.3 阿尔茨海默症的病理特征
在解剖阿尔茨海默病患者脑组织时，我们能够看到病变部位集中在海马和大
脑皮层，大脑半球出现皮质弥漫性萎缩，重量较正常大脑轻五分之一以上，脑回
变窄，脑沟增宽。临床症状则常常发生在早期患者脑中，并随年龄增长而恶化，
导致大脑功能受损。经过长期研究，科学界已经就 AD 患者的病理特征达成广
泛共识。
AD的病理特征表现在两个方面：其一为神经细胞内高度磷酸化的微管相关
蛋白 (Microtubule-associated protein，Tau)构成的神经纤维缠结 (neurofibrillary
tangles, NFTs)；其二为细胞外由 Aβ (β-淀粉样蛋白形成多聚体 )沉积形成的淀粉
样斑(amyloid plaques)。其中，Aβ在神经元胞外堆积形成淀粉样斑，干扰突触信
息传递[6]，成为导致 AD 的重要因素[7]。病症通常还伴随星形细胞增生，突触数
目减少、传递减退、以及神经元的死亡。目前神经纤维缠结和淀粉样斑对阿尔茨
海默病的致病有直接影响，成为重要的病理学特征，是病理学公认的诊断依据
[8-9]。Aβ积聚有强神经毒性，在研究过程中也常被用来模拟神经系统的病理环境。
Aβ的产生经过淀粉样前体蛋白 APP (amyloid precursor protein )多步水解。
APP位于 17号染色体长臂，是由 21q21-22基因编码的单次跨膜蛋白[10-11]，由胞
外氮端亲水性结构域、疏水性跨膜结构域、碳端胞内结构域三部分组成[12]。它有
三种异构体，其中 APP695由于脑组织的高表达量成为主要研究对象[13]。
此外，微管相关蛋白家族成员 tau在大脑中广泛表达[14]，具有多磷酸化位点，
目前鉴定出的磷酸化位点有 40多个[15]，不同位点被磷酸化后作用不同，各个位
点之间还可以相互影响。正常生理条件下，tau 可以增加微管稳定性、增强细胞
骨架整体性、促进微管蛋白组装[16]。Tau蛋白含有大量 Ser和 Thr残基，可以发
生乙酰化[17]、泛素化[18]、糖基化[19]，在某些病理条件下 (如阿尔茨海默病 )tau
会在神经元内过度磷酸化并聚集产生纤维缠结 NFT[20]，tau自身聚集成神经纤维
缠结和双股螺旋丝[21]，丧失与微管蛋白结合的功能，轴突整体性降低并致突触连
接性减弱，阻碍胞内物质转运[22]。在阿尔茨海默病中，神经元纤维缠结是从内嗅
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皮层二层 EC-II (entorhinal cortex )开始，逐渐蔓延到联合皮层边缘系统，此过程
的具体机制尚不明确。此外，很多研究证实 ApoE基因的ε4亚型也与阿尔茨海默
病发病率密切相关。
图 1.1 阿尔茨海默病的病理学特征
Figure 1.1 Two major pathologic characteristics of AD
(引自
Http://ac.els-cdn.com/S0925443904001097/1-s2.0-S0925443904001097-main.pdf?_ti
d=b1776936-d116-11e4-8f46-00000aacb360&acdnat=1427085792_07036d49cebdb0f
06cdf0cf7f7067d3b)
2. 阿尔茨海默病伴随的神经元细胞周期失调
神经生物学家已经表明，中枢神经系统的神经发生的大部分在神经管的管腔
(脑室区，VZ )和侧脑室下区 (SVZ )，成体神经干细胞簇会出现在侧脑室周围，
这些细胞的存在证明不是所有神经细胞都处于完全分化状态。在小鼠大脑皮质进
行了很多神经发生的动力学研究，发现每个神经元要经历 11次分裂，最终停止
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产生新细胞[23-27]。神经发生过程中，细胞分裂的分子信号和调解机制还不是十分
明确。研究显示，神经系统出现细胞周期失调会产生神经相关疾病。例如阿尔茨
海默病的神经细胞中会出现重新进入细胞周期的现象，并伴随 tau蛋白的过磷酸
化。一些实验室发现，细胞周期相关蛋白 (cyclin A [28]、cyclinB[28–31]、cyclinD[29,31
–33]、cyclin E[28,33]、还有一些 CDKs[32,34,35]、PCNA[28,29]、Ki67、包括 Ink和 Cip/Kip
家族的 CKIs [32,37,38]) 在阿尔茨海默病患者群体中都可能出现异常。
CDK5 是神经系统中一种重要的细胞周期调控因子，它的序列与同族的
CDK2和 CDK3十分相似[39]，但不同于这些细胞周期蛋白激酶可与常见的细胞周
期蛋白发生作用的特点，CDK5只能被 P35和 P39激活[40]，所以 CDK5被称为
细胞周期蛋白激酶家族中的一个特异性成员。CDK5在机体的各个组织广泛表
达，而 P35 和 P39 在神经系统特异表达[41-42]。大量研究证明 CDK5在神经系统
中有多项重要功能，包括神经元迁移[44-45]、细胞骨架的神经递质传递[46]、动态平
衡[47]、神经突触生长[48]等，并在 S期通过泛素化途径完成降解[43]。
有研究显示，在单敲掉小鼠的 CDK5基因后，皮层大量神经元会重新进入
细胞周期开始分裂。通过进一步的研究发现，只有细胞核的 CDK5 可以抑制细
胞周期[49-51]，细胞核中如果出现 CDK5缺失，其对成熟神经元细胞周期的抑制作
用显著降低[49]。此外，在阿尔茨海默病患者的大脑切片中，发现再次进入细胞周
期的神经元中核内 CDK5被转移到核外。CDK5的作用机制是核内 CDK5被激活
后可以形成四分子复合物 (CDK5-P35-P27-E2F1)，使得 E2F1 (transcription factor
1) 不能和 DP1结合，细胞周期相关蛋白 (cyclinA、cyclinE、CDK1等) 无法表
达，直接影响细胞周期的正常进行。与 P27的结合与 CDK5定位直接相关，改
变 CDK5与 P27的结合位点，CDK5 就无法定位在细胞核发挥功能[50-53]。如果
CDK5不能和 P27结合，通过 NES-CRM1而被转运到细胞质，意味着不能使 E2F1
失活，也就丧失了对细胞周期的抑制作用。胞质内的 CDK5又会通过 APCcdh1
被泛素化降解，在蛋白质定位和活性的动态变化中实现对人体生理状态的影响。
正常生理条件下，中枢神经系统经过完整发育，神经元逐渐分化并丧失分裂
能力，逐渐迁移离开脑室和脑室下区，成为终末分化细胞停止分裂(进入 G0
期)[54]。最近的研究发现，在神经退行性疾病患者脑中神经元的细胞周期会发生
紊乱。研究证实，这种紊乱会导致神经元重新进入细胞周期并诱发神经元凋亡，
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病理上表现为脑萎缩[55-56]。例如，当成熟神经元的生存环境中存在有毒物质，例
如阿尔茨海默病致病蛋白 Aβ或氧化 A 损伤剂等，神经元会被胁迫重新进入细胞
周期，并发生细胞程序性死亡，即发生细胞周期相关死亡 (cell cycle related
neuron death,CRND )[57-59]。
值得一提的是，神经元细胞周期的激活远远早于β-淀粉样蛋白的沉积以及由
此所诱导的神经元凋亡。在 AD的致病过程中，发现大量的神经元重新表达细胞
周期相关蛋白(Cyclins, CDK, PCNA, K167)，并且伴有 DNA复制。这是至今为止
在 AD中发现的最早的细胞功能紊乱[60-62]。然而，AD 病人大脑中仅有 5％-10％
的神经元出现细胞周期阳性，AD患者从发病到死亡持续时间达 10年之久，细
胞凋亡过程一般持续 6-12个月，诱导分裂后期神经元的凋亡过程异常缓慢，证
明这些神经元并未启动典型的细胞凋亡过程，凋亡机理至今还不清楚。
图 1.1 神经元发育过程中收到细胞周期蛋白的调控
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